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RESUMEN

El incremento de la resistencia contra los antibiticos por parte de bacterias patégenas
como Pseudomonas aeruginosa es un problema actual para el cual se deben buscar
estrategias alternativas al uso de antibiéticos convencionales. Una de las alternativas es
el uso de antimicrobianos como las bacteriocinas, las bacteriocinas son proteinas con
actividad antimicrobiana especifica, estas son sintetizadas por bacterias como
mecanismo de competencia contra otras bacterias filogenéticamente cercanas. Un tipo de
bacteriocina son las piocinas, estas son sintetizadas por bacterias del género
Pseudomonas. Se ha demostrado la capacidad antimicrobiana de diferentes piocinas y
conocer los mecanismos tras su rapida adaptacion y evolucion es un paso importante que
se debe dar para la creacion de estrategias para el control de enfermedades causadas
por bacterias patégenas como P. aeruginosa. Hasta la fecha no hay estudios detallados
que aborden los mecanismos moleculares de la especificidad y la evolucion de estas
piocinas. Esta investigacion apunta a identificar el mecanismo de evoluciéon de una
piocina nueva con presunta actividad DNAsa denominada piocina S14 previamente
identificada mediante mineria gendmica en el genoma de un aislado de Pseudomonas
capaz de inhibir el crecimiento de P. aeruginosa PAO1. Con esto se espera aportar al
posterior desarrollo de nuevas estrategias para el control de bacterias patégenas. Para
esta investigacion se realizé un andlisis evolutivo bioinformatico del genoma de diferentes
cepas del subgrupo Pseudomonas koreensis y de las bacteriocinas encontradas en su
genoma, esto mediante la reconstruccion filogenética de muestras del subgrupo P.
koreensis y la ldentificacion y comparacion filogenética y de motivos funcionales de
ortélogos de la piocina S14 presentes en los genomas de las cepas del subgrupo P,
koreensis. La investigacion permitié identificar la organizacién filogenética de las cepas
en estudio y sus piocinas, ademas de las principales zonas variables dentro de la

secuencia de las proteinas. Permitiendo asi identificar el mecanismo de evolucién de



2.

estas piocinas como el desarrollo evolutivo de un ancestro comun en las piocinas
ortdlogas de la piocina S14, similar al mecanismo de las colicinas con actividad DNAsa.

INTRODUCCION

2.1. Antimicrobianos

Desde su descubrimiento los antimicrobianos han sido un impulsor de avances en salud,
agricultura y ganaderia. El uso de antibioticos ha sido un factor especialmente importante
para el desarrollo de la humanidad, siendo cruciales para la salud publica. Los
antibioticos han elevado la esperanza de vida de las poblaciones humanas y disminuido

la mortalidad asociada a enfermedades infecciosas causadas por bacterias (1).

2.2. Resistencia contra antimicrobianos

Desde el fin de la época dorada de los antibiéticos, la cual comprende el tiempo entre la
década de los treinta y la década de los sesenta del siglo pasado, no se ha podido
mantener el ritmo al desarrollo de resistencia por parte de las bacterias. Los
microorganismos patdgenos se ven naturalmente enfrentados a un proceso de seleccion
en el que presentar caracteristicas que permitan eludir el efecto de los antimicrobianos
resulta en una ventaja frente al resto de bacterias. Paulatinamente la presencia de estos
mecanismos se ha vuelto cada vez mas frecuente, dando pie a la crisis de la resistencia
antimicrobiana. La resistencia a los antibidticos es una crisis de salud publica de escala
mundial que amenaza la capacidad de controlar y tratar exitosamente infecciones
bacterianas (1). Las enfermedades farmacorresistentes ya causan al menos 700.000
muertes al afio en todo el mundo y si no se toman medidas la cifra podria aumentar a 10
millones de muertes al afo para 2050 (2). En muchas especies bacterianas como
Mycobacterium  tuberculosis,  Neisseria  gonorrhoeae, Enterococcus faecium,
Streptococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella spp. y Shigella spp. han sido encontrados aislados resistentes a

la mayoria de los antibiéticos (3).



Debido a lo anterior es necesario trabajar en diferentes estrategias para hacer frente a
esta problematica de la multirresistencia. Las moléculas antimicrobianas diferentes a los
antibiéticos como las bacteriocinas se presentan como una oportunidad para disefar
estrategias dirigidas al control de enfermedades infecciosas producidas por bacterias.
Actualmente las bacteriocinas son utilizadas en la industria alimentaria a modo de
preservantes, ejemplo de esto son las bacteriocinas de bacterias productoras de acido
lactico utilizadas durante la fermentacién de productos lacteos para inhibir el crecimiento
de otras bacterias gram positivas (15). Sin embargo, se han realizado estudios recientes
que evidencian el potencial uso de las bacteriocinas en el tratamiento de infecciones. Por
ejemplo, la piocina S5 y la AP41 son dos bacteriocinas producidas por bacterias del
género Pseudomonas que han sido probadas exitosamente en modelos animales como

estrategia para el control de sepsis producida por P. aeruginosa (25).

2.3. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son moléculas de origen ribosomal de naturaleza proteica o peptidica
con actividad antimicrobiana producidas por casi todas las especies bacterianas
descritas hasta la fecha como adaptacién a la competencia en un medio. La actividad
antimicrobiana de estas moléculas suele estar dirigida a otras cepas de la misma
especie, pero algunas bacteriocinas pueden presentar actividad antimicrobiana
especifica contra a otras especies similares a la bacteria productora, presentando un
espectro de accion relativamente estrecho (20). La actividad antimicrobiana de estas
proteinas se basa principalmente en dos mecanismos, uno es comprometer la integridad

de las membranas celulares y el otro es presentar actividad DNAsa y RNAsa (13,14)



2.3.1. Clasificacion de las bacteriocinas

2.3.1.1. Bacteriocinas de clase |

Las bacteriocinas se dividen en tres clases. Las bacteriocinas de clase | son producidas
por bacterias gram positivas y corresponden a bacteriocinas de tamano pequefio
modificadas postranscripcionalmente por deshidratacién y ciclacion de residuos de
aminoacidos. Comunmente presentan aminodacidos inusuales, como aminoacidos
deshidratados, lantionina y 3-metil-lantionina. Forman estructuras en anillo, lo que les
confiere estabilidad estructural frente a cambios en la temperatura, pH y frente a
protedlisis. Suelen asociarse con la inhibicion de bacterias gram positivas y patdégenos

transmitidos por los alimentos (17).

2.3.1.2. Bacteriocinas de clase Il

Las bacteriocinas de clase Il son producidas por bacterias gram positivas, son de tamafo
pequefo, termoestables, no contienen aminoacidos inusuales y soélo en algunos ejemplos
hay modificaciones postraduccionales como la formacion de puentes disulfuro.
Comunmente estan dirigidas a desestabilizar, permeabilizar o inducir la formacién de

poros en membranas bacterianas (17).

2.3.1.3. Bacteriocinas de clase lli

Las bacteriocinas de clase Il son proteinas termolabiles comparativamente mas grandes
que las de clase | y Il. Este grupo a su vez se ha clasificado en colicinas, microcinas,
bacteriocinas de tipo cola de fago y bacteriocinas similares a las colicinas. Este ultimo
grupo también se ha clasificado segun la bacteria que sintetice la bacteriocina, las
bacteriocinas de clase Il producidas por especies del género Pseudomonas son

denominadas piocinas (17).



2.4. Piocinas

Las piocinas se clasifican en piocinas de tipo R, F y S. Las piocinas de tipo S son
proteinas compuestas por médulos funcionales, poseen un dominio cercano al N-terminal
de unién a receptor, un dominio central llamado dominio de translocacion y finalmente un
dominio C-terminal con actividad citotoxica (18). Las piocinas tipo S poseen actividad
especifica contra especies relacionadas filogenéticamente con la especie productora, y
tienen como principal receptor proteinas constituyentes de la membrana bacteriana, por
ejemplo, en el caso de las piocinas S2, S3, S4 y S5 sus receptores son proteinas en
forma de barril conocidas como receptores de ferrisideréforos dependientes de TonB en
la membrana externa o receptores de sideroforos tipo pioverdina (29). En el caso de la
piocina S5 se ha descrito afinidad por el receptor de ferripioquelina FptA (30), mientras
que para S6 se ha descrito que esta piocina no se dirige a un tipo especifico de receptor

de ferripioverdina (29).

2.5. Pseudomonas sp. I1.

Previamente en un estudio realizado por el equipo de investigacion del laboratorio se
aislé desde el Rio Mapocho una cepa capaz de inhibir a multiples bacterias en ensayos
de inhibicidon en placa, entre ellas S. aureus ATCC 43300, K. pneumoniae BAA1705,
Vibrio cholerae N16961, E. coli enterotoxigénica y P. aeruginosa PAO1. Posteriormente
se realizd la secuenciacidon del genoma de este aislado y utilizando el producto de esta
secuenciacion se realizé una reconstruccion filogenética mediante la cual se determiné la
filogenia de la cepa denominada entonces como Pseudomonas sp 11 (13). Pseudomonas
sp. |1 es un bacilo gram negativo del género Pseudomonas. En el género Pseudomonas
se ha conformado el complejo Pseudomonas fluorescens. A este complejo se han

asignado taxonomicamente mas de cincuenta especies diferentes relacionadas



filogenéticamente entre si de manera cercana. Dentro de este complejo se han definido
nueve subgrupos, uno de ellos es el subgrupo Pseudomonas koreensis (24) al cual
pertenece Pseudomonas sp |1. Una caracterizacion posterior de esta cepa utilizando
herramientas de mineria gendmica identific6 en su genoma clusters que codifican para
bacteriocinas, siendo una de esas bacteriocinas identificada como Carocina D por la
plataforma BAGEL4(33). Esta bacteriocina se denominé piocina S14 y representa una
piocina novel. La piocina S14 de Pseudomonas sp. |1 posee una nueva combinacion de
dominios, con ortélogos conservados en otras especies de Pseudomonas, sin embargo,

no se ha caracterizado aun su funcionalidad experimentalmente (13).

2.5.1. Piocina S14.

La piocina S14 es una bacteriocina, piocina de tipo S, que presenta una combinacién de
dominios no observada en las piocinas de tipo S caracterizadas hasta el momento. Esta
constituida por un dominio DNAsa que mantiene un 51% de identidad con el dominio
C-terminal de la carocina D de Pectobacterium carotovorum, un dominio de translocacion
que comparte un 31% de identidad con el de las piocinas S1 y S2, un dominio helicoidal
que probablemente actiua como dominio de union a receptor el cual comparte un 31% de
identidad con el dominio helicoidal de la piocina S8 y una regién de 66 aminoacidos no
estructurada en el extremo N-terminal que no posee identidad con secuencias
anteriormente caracterizadas. La presencia de dominios cortos no estructurados en el
N-terminal distal es comun en las piocinas tipo S (Fig. 1 A) (13). Debido a que el dominio
C-terminal de la piocina S14 comparte identidad con el dominio terminal de la carocina D
y se ha reportado que el dominio terminal de la carocina D posee actividad DNasa (19),
se hipotetiza que el dominio terminal de la Piocina S14 también poseeria actividad
DNasa. Esta nueva piocina esta codificada en el genoma de Pseudomonas |1 en un
operdn que contiene los genes para la sintesis de la piocina S14 y su proteina de

inmunidad (Fig. 1B) (13).
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Figura 1. Organizacién de dominios y operon de la piocina S14. A. En verde se muestra el dominio helicoidal de la
Piocina S14 que mantiene un 31% de identidad con el dominio helicoidal de Piocina S8, en celeste se muestra el
dominio de translocacion que mantiene un 31% de identidad con los dominios de translocacion de las Piocinas S1y S2,
en azul se muestra el dominio DNasa que mantiene un 51% de identidad con el dominio DNasa de la carocina D. B. En
rojo se muestra el operon conteniendo los genes para la Piocina S14 y para su proteina de inmunidad, ubicado corriente

abajo del gen estructural para la Piocina S14. (13)

251.1. Piocina S14 como futura opcion de tratamiento contra P. aeruginosa

P. aeruginosa es un agente de infeccion considerado oportunista (4), es un bacilo
flagelado, es una bacteria facultativa, ubicua en el ambiente, encontrandose en suelos y
aguas, siendo capaz de persistir en temperaturas de 20 a 43°C (5). Esta especie es una
de las principales causas de infecciones nosocomiales multirresistentes, siendo
responsable de entre 10 al 15 % de éstas en todo el mundo (6). En Chile es el tercer
agente mas comun asociado a infecciones del tracto urinario, el cuarto mas comun en
infecciones del torrente sanguineo asociado a catéter venoso central y el agente mas

frecuente en neumonias asociadas a ventilacion mecanica (7). P. aeruginosa puede



poseer diferentes mecanismos de resistencia antibidtica, entre ellos la produccion de
metalo-betalactamasas, betalactamasas de espectro extendido (BLEE), carbapenemasas
principalmente de tipo VIM y también de tipo KPC (8). En Chile P. aeruginosa resistente a
carbapenémicos es uno de los principales agentes en infecciones de pacientes en
Unidad de Cuidados Intensivos (9). P. aeruginosa también pueden presentar otros
mecanismos de resistencia como produccion de bombas de flujo MexAB-OprM,
MexXY-OprM, MexCD-OprJ y MexEF-OprN (10), disminucion de la permeabilidad de la
membrana a antibidticos mediada por OprB y OprD (11), modificacion de blancos
antimicrobianos como la ADN girasa por mutaciones en genes gyrA y gyrB y
modificaciones en la ADN topoisomerasa (12). En consideracion de lo antes mencionado
y la gran capacidad de resistencia a los antibidticos que posee esta bacteria, toma gran
relevancia la busqueda de nuevas estrategias para el control de enfermedades
infecciosas provocadas por P. aeruginosa. Previamente se ha descrito capacidad
antimicrobiana de otras piocinas como piocina S8 contra P. aeruginosa PAO1. Esta
piocina posee actividad citotoxica endonucleasa dependiente de metales en la bacteria
diana (32). También se ha observado en modelos murinos la efectividad de las piocinas
S5y AP41 (25). Es aqui donde estudios evolutivos de las piocinas, como la piocina S14
producida por Pseudomonas sp. |1, bacteria capaz de inhibir el crecimiento de P.
aeruginosa (13), junto a otros estudios que aborden la actividad antimicrobiana de esta
piocina podrian brindar las bases para explotar el potencial de la variedad de piocinas
tipo S en el disefio de nuevas estrategias antimicrobianas frente a P. aeruginosa y otros

patogenos.

2.6. Estudios evolutivos de bacteriocinas

Se ha observado que las bacteriocinas como las piocinas son proteinas que evolucionan
rapidamente para adaptarse a la competencia en su medio (22), esto puede deberse a la
presidon que ejerce la constante modificacion de sus receptores en las bacterias diana,

los cuales son por lo general receptores de ferripioverdinas. Estos receptores estan
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constantemente siendo modificados para adaptarse a la competencia por el hierro del
medio ambiente, aquello modificando su afinidad por los diferentes sideréforos que
captan hierro en su ambiente (31). Si bien existen diversos estudios de evolucion de
bacteriocinas, como lo pueden ser los estudios evolutivos que abordan las colicinas en E.
coli, homodlogas a las piocinas en Pseudomonas spp, no existen estudios evolutivos
detallados para ninguna de las piocinas descritas hasta la fecha. La realizacion de estos
estudios puede cobrar especial importancia para entender la diversidad de piocinas y el

potencial antagonico que presentan contra cepas patdégenas de Pseudomonas spp.

2.6.1. Estudios evolutivos de colicinas

Para las colicinas se han descrito principalmente dos mecanismos evolutivos diferentes,
los cuales se distinguen también entre si por el mecanismo involucrado en la actividad
antimicrobiana de la colicina. Por una parte estan las colicinas formadoras de poros de
membrana, las cuales se estructuran a través de mosaicos de dominios compartidos y
divergentes, estas colicinas formadoras de poro comparten uno o mas dominios con alta
similitud entre sus secuencias con respecto a otras colicinas formadoras de poros, lo que
sugiere una recombinacion frecuente de estos dominios. Por el otro lado estan las
colicinas con actividad nucleasa (DNAsa o RNAsa), estas comparten entre si un ancestro
comun reciente, sus secuencias de ADN oscilan entre un 50 y un 97% de identidad

siendo altamente similares (20).

2.6.2. Estudios evolutivos de piocinas

Los estudios evolutivos realizados sobre piocinas hasta la fecha son menos detallados
en los mecanismos moleculares que los estudios evolutivos sobre otras bacteriocinas
como las colicinas. Por tanto los mecanismos moleculares evolutivos de las piocinas no
estan descritos en detalle. Se sabe que los genes estructurales de las piocinas se
encuentran en el cromosoma bacteriano, lo que las diferencia de la mayoria de las

colicinas, sus genes reguladores estan cercanos al gen estructural de la piocina y suelen
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ser inducibles por agentes que dafan el ADN (21). En un estudio exploratorio en donde
se evoluciond una cepa de laboratorio de P. aeruginosa PAO1 productora de piocina se
ha descrito que el antagonismo de P. aeruginosa PAO1 sobre otras cepas de su especie
evoluciona diferencialmente segun la ausencia o presencia de otras cepas destinatarias
en el medio que posean receptores para sus piocinas, aumentando su capacidad
antagonica sobre aquellas cepas con las que se evoluciond la cepa productora de
piocinas (22). En otro estudio se aislaron cepas de P. aeruginosa desde los desagues y
fregaderos de diferentes casas, estas cepas posteriormente a ser aisladas fueron
inducidas para la produccion de piocinas mediante el uso de mitomicina C y se realizaron
ensayos de inhibicién cruzados entre las diferentes cepas aisladas. El estudio indicé que
la inhibicion mediada por piocinas de P. aeruginosa sobre otras cepas de su misma
especie aumenta al realizar ensayos de inhibicidon con cepas aisladas desde diferentes
casas en comparacién con cepas aisladas desde la misma casa. También dentro del
mismo estudio se examind la relacion entre la distancia genética basada en la
comparacion de secuencias de genes housekeeping y los patrones de inhibicion entre los
aislamientos, lo que indicd una relacion de curva en forma de joroba (hump shaped yield
curve) entre la distancia genética y la capacidad inhibitoria entre las diferentes cepas
(23). Estos estudios indican una clara y rapida adaptacion de la capacidad de inhibicion
de las cepas de Pseudomonas hacia las bacterias competidoras, pero no describen los
mecanismos moleculares involucrados. La piocina S14 es novedosa con respecto a su
composicion de dominios, y por lo tanto un estudio sobre su posible origen e historia
evolutiva puede arrojar conocimiento importante dentro del origen de la variedad de
piocinas en el subgrupo Pseudomonas koreensis dentro del complejo Pseudomonas

fluorescens al que pertenece la cepa Pseudomonas sp. I1.
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3.

OBJETIVOS
3.1. Objetivo General:

3.1.1.  Identificar el mecanismo de evolucién de la piocina S14 de Pseudomonas
sp. 11 dentro del subgrupo Pseudomonas koreensis mediante
reconstrucciones filogenéticas y comparacién de médulos funcionales.

3.2. Objetivos especificos:
3.2.1.  Reconstruccion filogenética de cepas de Pseudomonas pertenecientes al

subgrupo P. koreensis.

3.2.2. Identificacion y comparacién filogenética y de motivos funcionales de
piocinas ortdlogos a piocina S14 presentes en los genomas de las cepas del

subgrupo P. koreensis.

3.3. Hipotesis:
3.3.1.  De manera similar al mecanismo de evolucion de las colicinas con actividad
DNasa, la piocina S14 y sus ortélogos en bacterias del subgrupo P.
koreensis comparten un ancestro comun y no evolucionan por

recombinacion de dominios con otras piocinas.

MATERIALES Y METODOS
4.1. Reconstruccion filogenética de cepas de Pseudomonas pertenecientes al

subgrupo P. koreensis.

Para realizar la reconstruccién filogenética de cepas de Pseudomonas pertenecientes al
subgrupo P. koreensis se selecciond un subgrupo de cepas representativas de este
subgrupo desde un arbol filogenético del complejo de Pseudomonas fluorescens

reportadas en un estudio previo (24) (Tabla N°1).
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Nombre de la cepa ID del genoma
Pseudomonas sp. GM25 1144327.3
Pseudomonas moraviensis strain TYUG 321662.8
Pseudomonas fluorescens R124 743713.3
Pseudomonas koreensis strain DSM 16610 198620.87
Pseudomonas fluorescens strain 48D1 294 472
Pseudomonas baetica strain a390 674054.7
Pseudomonas fluorescens NZ011 564420.7
Pseudomonas sp. GM16 11443223
Pseudomonas sp. GM24 1144326.3

Tabla 1. Tabla con nombres de cepas utilizadas como muestras representativas para la reconstruccion de la

filogenia del subgrupo P. koreensis y su numero identificador del genoma en la plataforma PATRIC.

Los genomas de estas cepas se obtuvieron y agruparon desde la plataforma PATRIC
(Pathosystems Resource Integration Center)(26). Posteriormente utilizando el servicio
genodmico “phylogenetic tree” desde PATRIC se reconstruyd un arbol filogenético
preliminar de las cepas con base en 20 proteinas conservadas entre todas las especies.
De este analisis se recuperd el alineamiento de la secuencia concatenada de las
proteinas en formato Newick (.nwk). Posteriormente este alineamiento se utilizé para
reconstruir la filogenia de las cepas muestra utilizando el programa MEGA X mediante el
método de Maxima Verosimilitud (MV) y el modelo de sustitucion de aminoacidos Le
Gascuel (LG), incluyendo un test de bootstrap con 500 replicaciones. Se incluyé como

outgroup la cepa Pseudomonas aeruginosa PAO1 para enraizar el arbol filogenético.

4.2. Identificacion y comparaciéon filogenética y de motivos funcionales de
piocinas presentes en los genomas de las cepas del subgrupo P. koreensis.
4.21. Identificacion de piocinas presentes en los genomas de las cepas del

subgrupo P. koreensis.

Para la identificacion de piocinas presentes en los genomas de las cepas del subgrupo P,
koreensis inicialmente se utilizé la plataforma PATRIC para obtener las secuencias

genomicas en formato FASTA de cada una de las cepas de interés. Posteriormente,
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estos genomas se analizaron mediante la plataforma BAGEL4 para identificar genes que
codifican para bacteriocinas. Posteriormente, se construyé utilizando el programa BioEdit
una base de datos de proteinas con las bacteriocinas encontradas en estos genomas

mediante BAGEL4 agrupadas por especie.

4.2.2. Reconstruccion filogenética de piocinas presentes en cepas del

subgrupo P. koreensis.

Con las secuencias de piocinas obtenidas en el paso anterior, se realizd la
reconstruccion filogenética de las piocinas presentes en los genomas de las cepas del
grupo de P. koreensis utilizando MEGA X mediante el método de MV y el modelo de
sustitucion de aminoacidos LG, con un test de bootstrap con 500 replicaciones. En éste
analisis también se incluydé como outgroup una bacteriocina de la cepa de Pseudomonas
sp. JR-1, la cual no pertenece al subgrupo P. koreensis, para enraizar el arbol
filogenético. Mediante este arbol se identificaron las piocinas agrupadas con la piocina

S14 y por lo tanto las especies que conservan un ortélogo de esta piocina.

4.2.3. Identificacion de dominios funcionales de ortélogos de la piocina S14

presentes en los genomas de las cepas del subgrupo P. koreensis

Para la identificacion de los dominios funcionales de las piocinas se utilizaron las
herramientas BioEdit y Jalview. La identificacion de los dominios se realiz6 mediante
busquedas BLAST y alineamientos especificos contra la base de datos de las piocinas
codificadas por las cepas del subgrupo P. koreensis y también contra una base de datos

de bacteriocinas tipo colicinas identificadas y caracterizadas previamente (13).
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4.2.4. Identificacion del origen filogenético de los dominios funcionales de las
piocinas en los genomas de las cepas del subgrupo P. koreensis por

similitud con otras piocinas

La identificacion del origen filogenético se realizé realizando un BLAST para cada uno de
los dominios funcionales de las piocinas del subgrupo contra las secuencias proteicas de
todas las piocinas encontradas en los genomas de las cepas y también contra las
piocinas caracterizadas experimentalmente. Se utilizé el programa BioEdit con el objetivo
de generar una base de datos que permitiera comparar los diferentes dominios por
separado, lo anterior mediante archivos en formato .fas que contenian las secuencias de
los dominios para cada una de las piocinas del subgrupo P. koreensis agrupadas con la
piocina S14. La identificacion filogenética por similitud de alineamientos se realiz
utilizando una base de datos propia hecha con las bacteriocinas identificadas en las
cepas muestra seleccionadas desde el subgrupo P. koreensis, y la base de datos previa

con bacteriocinas externas (13)

4.2.5. Comparacion de la identidad en los dominios funcionales de piocinas

presentes en los genomas de las cepas del subgrupo P. koreensis

Para la comparacion de los dominios funcionales se utilizé la base de datos en archivos
.fas creada anteriormente que contenian las secuencias de los dominios para cada una
de las piocinas del subgrupo P. koreensis agrupadas con la piocina S14. Con estas
secuencias se realizd un alineamiento multiple mediante la herramienta MUSCLE del
EMBL-EBI (27), para obtener una matriz de identidad porcentual para cada dominio
(Anexo, Tabla N°2). Con los resultados de esta matriz se calcul6 la identidad promedio
para los diferentes dominios de las piocinas y para el segmento amino-terminal no

estructurado de las piocinas.
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NZ011-Carocin-D-DK 79,63 64,81 64,2 60,49 55,62 55,62 60,694
11-Piocina-$14-DK 100 67,28 69,75 54,32 53,75 53,756
a390-Carocin-D-DK 67,28 100 74,69 53,09 54,38 54,38
DSM18610-Carocin-D-DK , 69,75 74,69 100] 50,62 55 55
GM25-Carocin-D-DK 54,32 53,09 50,62 100] 68,75 68,75
GM24-Carocin-D-DK 53,75 54,38 55, 63,75 100] 100
GM16-Carocin-D-DK 53,75 54,38 55] 68,75 100] 100

GM25-Carocin-D-DT 38,25 36,99 37,44 38,99 38,99 38,36 82,9945
DSM18610-Carocin-D-DT 100 55,96 57.8] 57.8 57.8 56,88/
a390-Carocin-D-DT 55,96 100 84,09 80,91 80,91 30,45/
NZ011-Carocin-D-DT 57,8 84,09 100 85| 85, 84,09/
GM24-Carocin-D-DT 578 80,91 85 100] 100] 84,00/
GM16-Carocin-D-DT 578 80,91 85 100] 100] 84,09/
11-Piocina-314-DT 56,88 80,45 84,09 84,09 84,09 100

DSM16610-Carocin-D-DR 4061 16,67 40 93] 3801 37,27 3727 52 9645
GM25-Carocin-D-DR 100 47,83 48,31 53,37 50, 50
NZ011-Carocin-D-DR 47,83 100 51,11 56,86 71,43 71,43
11-Piocina-S14-DR 48,31 51,11 100] 69,05 70,04 70,04/
a390-Carocin-D-DR 53,37 56,86 69,05 100] 69,53 69,53/
GM24-Carocin-D-DR 50 71,43 70,04 69,53 100] 100
GM18-Carocin-D-DR 50 71,43 70,04 69,53 100] 100

GM25-Carocin-D-ZHV 50 3333 50 50 48,48 4595 49 508,
DSM16610-Carocin-D-ZHY 100 2917 32,61 32 61 35,19 37,93
1-Piocina-514-ZHV 2617 100 61,64 61,64 51,11 57,89
GM24-Carocin-ZHV. 32,61 61,64 100) 100) 58,18 5976
GM16-Carocin-ZHV 32,61 51,64 100 100 58,18 59,76
NZ011-Carocin-D-ZHV 3519 51,11 69,13 59,18 100) 56,73
a390-Carocin-D-ZHV 37,93 57,89 59,76 59,76 56,73 100

DSM16610-Carocin-D-NE 3243 3288 32,88 30,77 2656 4471857143
GM25-Carocin-D-NE 100 2222 2222 3333 3333
GM24-Carocin-D-NE 22,22 100 100) 53,18 72,31
GM16-Carocin-D-NE 2222 100 100) 52,18 72,31
a390-Carocin-D-NE 3333 68,18 68,18 100) 78,46
11-piocina-S14-NE 33,33 72,31 72,31 78,46 100

Tabla 2. Matriz porcentual de identidad. Se indican los valores en porcentaje de la identidad de los
diferentes dominios para cada piocina y el promedio de estos por cada dominio (Dominio killer: DK,
Dominio de translocacion: DT y Dominio de reconocimiento: DR), el promedio se calcul6 sin considerar la
identidad que las secuencias tenian consigo mismas. De igual manera se indica el porcentaje de identidad
para la zona hipervariable y el segmento no estructurado de las proteinas. No se considerd la secuencia de la
carocina D de la cepa NZ011 en el segmento no estructurado debido a que esta no posee aquel segmento. De
igual manera no se consider6 la secuencia de 48D1-Carocin-D debido a que s6lo posee un fragmento del

dominio killer.
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4.2.6. Identificaciéon de regiones Coiled coil presentes en las piocinas del

subgrupo P. koreensis agrupadas junto a la piocina S14

Para la identificacion de Coiled coils desde las secuencias de aminoacidos de las
piocinas del subgrupo P. koreensis agrupadas junto a la piocina S14 se utilizé la
plataforma Waggawagga Coiled coil prediction (28) usando las herramientas Marcoil,
Multicoil 2, Ncoils y Paircoil 2. Los datos obtenidos desde la identificacion de Coiled Coils
fueron contrastados posteriormente con los resultados obtenidos desde la matriz de

identidad porcentual.

RESULTADOS
5.1. Identificacion de bacteriocinas presentes en los genomas de las cepas del

subgrupo P. koreensis.

Se identificaron desde BAGEL4 un total 26 bacteriocinas (Anexo, Tabla N°3), en los
genomas de nueve de las diez cepas analizadas del subgrupo P. koreensis. No se
encontraron bacteriocinas en el genoma de Pseudomonas moraviensis strain TYUG, lo
que podria indicar una posible pérdida de aquellos genes en esta cepa. Las bacteriocinas
fueron clasificadas por BAGEL4 como Carocinas D, Colicinas, Colicinas tipo E vy
Colicinas tipo M por su identidad de dominios con estos tipos de bacteriocinas. Pero al
ser todas cepas de Pseudomonas spp., lo correcto es referirnos a ellas como
bacteriocinas o piocinas, por la misma razén, la piocina S14 fue denominada como
Carocina D por BAGEL4. Algunas bacteriocinas identificadas presentaban una secuencia
de aminoacidos reducida de manera considerable, lo que podria indicar deleciones de

dominios.
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Identificacion de piocinas presentes en los genomas de las cepas del subgrupo P. koreensis.

Nombre de la cepa

Bacteriocinas identificadas por BAGEL4

Pseudomonas sp. GM25

GM25-Carocin-D

GM25-Colicin-E6

GM25-Colicin

Pseudomonas fluorescens R124

R124-Colicin-E6

R124-Colicin-E9

Pseudomonas koreensis strain DSM 16610

DSM16610-Carocin-D

DSM16610-Calicin

DSM16610-Colicin-M

DSM16610-Colicin-M2

Pseudomonas fluorescens strain 48D1

48D1-Carocin-D

48D1-Colicin

Pseudomonas baetica strain a390

a390-Carocin-D

a390-Colicin-E9

a390-Colicin-E9-2

a390-Colicin

a390-Colicin-2

a390-Colicin-3

Pseudomonas fluorescens NZ011

NZ011-Carocin-D

NZ011-Colicin-M

Pseudomonas sp. GM24

GM24-Carocin-D

GM24-Colicin-E6

Pseudomonas sp. GM16

GM16-Colicin-E6

GM186-Carocin-D

Pseudomonas sp. 11

11-Piocina-S14

11-Colicin

11-Colicin-E9

Pseudomonas moraviensis strain TYU6

No se encontraron bacteriocinas

Tabla 3. Identificacion de piocinas presentes en los genomas de las cepas del subgrupo P. koreensis.

5.2. Reconstruccion filogenética de piocinas presentes en subgrupo P. koreensis.

Con las secuencias de aminoacidos obtenidas desde la identificacion de bacteriocinas se

realizd la reconstruccion filogenética de las bacteriocinas presentes en el subgrupo P.

koreensis. Esta filogenia muestra una marcada division de las bacteriocinas en dos

clados principales, un clado de carocinas D, ortlogas a la piocina S14 y un clado de

bacteriocinas denominadas como colicinas por BAGEL4. Como resultado se encontraron

ortélogos de la piocina S14 en siete de las cepas estudiadas (Figura 2).
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100 | GM24-Colicin-E6
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Figura 2. Filogenia de las bacteriocinas presentes en las cepas del subgrupo P. koreensis. Filogenia construida a
partir de secuencias de aminoacidos. Las cifras a la izquierda de cada nodo representan el valor de bootstrap. Fueron
identificadas un total 26 bacteriocinas en los genomas de nueve de las diez cepas analizadas del subgrupo P. koreensis.
Correspondiendo para Pseudomonas sp. GM25: GM25-Carocin-D, GM25-Colicin-E6 y GM25-Colicin, para
Pseudomonas fluorescens R124: R124-Colicin-E6 y R124-Colicin-E9, para Pseudomonas koreensis strain DSM 16610:
DSM16610-Carocin-D, DSM16610-Colicin, DSM16610-Colicin-M y DSM16610-Colicin-M2, para Pseudomonas
Sfluorescens strain 48D1: 48D1-Carocin-D y 48D1-Colicin, para Pseudomonas baetica strain a390: a390-Carocin-D,
a390-Colicin-E9, a390-Colicin-E9-2, a390-Colicin, a390-Colicin-2 y a390-Colicin-3, para Pseudomonas fluorescens
NZ011: NZ011-Carocin-D y NZ011-Colicin-M, para Pseudomonas sp. GM24: GM24-Carocin-D y GM24-Colicin-E6,
para Pseudomonas sp. GM16: GM16-Carocin-D y GM16-Colicin-E6, para Pseudomonas sp. 11: 11-Piocina-S14,
I1-Colicin e I1-Colicin-E9, y para Pseudomonas moraviensis strain TYU6 no se encontraron bacteriocinas. De las
anteriores, las siete bacteriocinas caracterizadas como “Carocin-D” corresponden a ortologos de la piocina S14. No se
encontraron ortologos de la piocina S14 en Pseudomonas fluorescens R124 ni en Pseudomonas moraviensis strain

TYUé.
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5.3. Identificacion de dominios funcionales de piocinas presentes en los genomas

de las cepas del subgrupo P. koreensis

Se logré identificar los diferentes dominios de los ortélogos de piocina S14 mediante
BLAST vy el uso de alineamientos especificos de estas piocinas observando el grado de
conservacion en la secuencia del alineamiento, esto se realizé utilizando como parametro
para la definicion de los limites los dominios previamente delineados para la piocina S14
en un estudio previo(13). Este analisis arrojé que la regiébn con menor conservacion es el
segmento amino-terminal no estructurado. Respecto a los dominios funcionales se puede
observar que de estos la menor conservacion se observa en el dominio de
reconocimiento del receptor, el cual posee un segmento donde la conservacion es
significativamente mas baja, presentando incluso inserciones y deleciones de secuencia
(Figura 3). Este segmento fue denominado como zona hipervariable y podria dar luces
sobre la diversa especificidad de estas piocinas debido a que se encuentra en el dominio

de reconocimiento de las piocinas.
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a390-Carocin-0V'1-766
GM25-Carocin-0v1-636
GM24-Carocin-0i1-712
GM16-Carocin-Di1-712
1-Piocina-514/1-701
DEM18610-Carocin-Dv1-687

Conservation

a390-Carocin-0v'1-766
GMZ25-Carocin-COr1-636
GM24-Caroein-071-712
GM16-Carocin-0¢1-712
11-Piocina-514/1-701
D5M18610-Carocin-D/1-687

Conservation

a300-Carocin-O/1-T66
GM25-Carocin-0/1-636
GM24-Carocin-0¢1-712
GM18-Carocin-0r1-712
11-Piogina-514/1-701
DSM18610-Carocin-D/1-687

Conservation

a300-Carocin-0/1-766
GM25-Carocin-0/1-636
GM24-Carocin-071-712
GM16-Carocin-0r1-712
11-Piocina-514/1-701
D5M18610-Carocin-0/1-687

Conservation

8300-Carocin-0v1-766
GM25-Carocin-0/1-636
GM24-Carocin-0v1-712
GM16-Carocin-O/1-712
11-Piocina-S14/1-701
DSM16610-Caracin-Dy/1-687

Consarvation

a390-Carocin-0V1-766
GM25-Carocin-0/1-636
GM24-Carocin-0r1-712
GM16-Carocin-071-712
1-Piocina-S14/1-701
D5M16610-Carocin-0/1-687

Conservation

a300-Carocin-0/1-766
GM25-Carocin-0/1-838
GM24-Carocin-0/1-712
GM16-Caroein-0/1-712
11-Piocina-514/1-701
DSM18610-Carocin-D/1-887

Consorvation

@300-Carocin-0V'1-768
GM25-Carocin-0r1-636
GM24-Carocin-0/1.712
GM16-Carocin-071-712
1-Plocina-S14/1-701
DSM16610-Carocin-Ov1-687

Conservation

a380-Carocin-0/1-766
GM25-Carocin-0r1-636
GM24-Carocin-O/1-712
GM16-Carocin-0r1-712
11-Piocina-514/1-701
DSM18610-Carocin-D/1-687

Conservation
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Figura 3. Identificacion de dominios funcionales mediante el alineamiento de los ortélogos de la piocina S14.

En la figura se define con un codigo de color la secuencia de aminoacidos corrspondiente a cada dominio (Amarillo:

segmento no estructurado, Verde: Dominio de reconocimiento de receptor, Celeste: Dominio de translocacion y Violeta:

23



Dominio killer). En rojo se indica el segmento de baja conservacion denominado como zona hipervariable. No se
muestran las piocinas truncas NZO011-Carocin-D y 48DI1-Carocin-D en esta figura debido a que disminuirian la
conservacion de forma artificial en los extensos segmentos que no poseen, dificultando la interpretacion de la

conservacion.

5.4. Reconstruccion filogenética de cepas de Pseudomonas pertenecientes al

subgrupo P. koreensis.

Fueron utilizadas las secuencias del concatenado de 20 proteinas conservadas de las
cepas del subgrupo P. koreensis para reconstruir su filogenia. Se incluyé como outgroup
la cepa Pseudomonas aeruginosa PAO1 para enraizar el arbol filogenético. Se puede
observar en este arbol filogenético que Pseudomonas sp. |1 se relaciona estrechamente
con P. fluorescens 48D1 dentro del mismo clado que P moraviensis strain TYU6, P,
fluorescens R124 y P. koreensis strain DSM 16610. La anotacién de la presencia de los
ortélogos de la piocina S14 permite observar que dentro del subgrupo P. koreensis
ocurrié una pérdida del ortélogo en el ancestro del cluster de las cepas TYU6 y R124,
que no poseen piocinas ortélogas de la piocina S14. Esta anotacién también indica que
P. fluorescens 48D1, perdi6 la mayoria de la secuencia de la piocina S14, conservando

s6lo una parte del dominio killer de la piocina S14 (Figura 4).
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Figura 4. Filogenia de las especies del subgrupo P. koreensis. Filogenia construida a partir de las
secuencias de aminoacidos del concatenado de 20 proteinas conservadas del subgrupo P. koreensis. Las
cifras a la izquierda de cada nodo representan el valor de bootstrap. Se observa a la derecha la ilustracion

esquematica por color de dominios de acuerdo a la figura 1 de las piocinas ortdlogas de S14.

5.5. Identificacion filogenética por similitud de alineamientos para los dominios
funcionales de piocinas en los genomas de las cepas del subgrupo P.

koreensis

Los BLAST realizados a los diferentes dominios de las piocinas utilizando como base de
datos un archivo mas amplio con bacteriocinas fuera del subgrupo P koreensis
presentaron en todas las ocasiones mayor identidad con las bacteriocinas pertenecientes
a cepas del subgrupo P. koreensis, 1o que da indicios de que su mecanismo evolutivo no
es la formacion de mosaicos modulares como las colicinas formadoras de poros, sino
que pareciera ser un proceso de evolucién proveniente de un ancestro comun de estas
cepas de Pseudomonas, similar a lo reportado para otras colicinas con actividad

nucleasa.
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5.6. Comparacion de la identidad en los dominios funcionales de piocinas

presentes en los genomas de las cepas del subgrupo P. koreensis.

Utilizando la matriz de identidad porcentual (Tabla N°2) se calculd la identidad promedio
entre los dominios de las piocinas pertenecientes al subgrupo P. koreensis. Los dominios
DNAsa presentaron una identidad promedio del 60,69%, los dominios de translocacién
presentaron una identidad promedio de 62,99%, los dominios de reconocimiento
presentaron un menor porcentaje correspondiente a 52,96% de identidad promedio, las
regiones no estructuradas presentaron un 44,75% de identidad promedio y la zona

hipervariable presentd un 49,5% de identidad promedio (Figura 5).

5.7. Identificacion de Coiled Coils presentes en las piocinas del subgrupo P.

koreensis agrupadas junto a la piocina S14

Utilizando la herramienta Marcoil se realizé para todas las piocinas del subgrupo P.
koreensis ortélogas de la piocina S14 una prediccion de formacion de estructuras Coiled
coils. Los resultados indican la probable formacion de estructuras Coiled coil para todas
las piocinas S14 completas, y en todos los casos estas regiones se localizan dentro del
segmento denominado como zona hipervariable antes descrito (Anexo, Tabla N°4)
(Figura 5). Esto es un resultado interesante debido a que la formacion de estas
estructuras se relaciona con la capacidad de las proteinas de interaccionar con otras
proteinas (34) y una gran variabilidad en este segmento de la proteina puede actuar

como un factor que aumente variabilidad en las especificidades de las piocinas.
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Identificacion de Coiled Colls presentes en las piocinas del subgrupo P. koreensis agrupadas junto a la piocina S14
Nombre de la cepa Piocina Pocicion en la secuencia de aminoacidos
Pseudomonas sp. GM25 GM25-Carocin-D 171-242

Pseudomonas koreensis strain DSM 16610 DSM16610-Carocin-D 187 - 223

Pseudomonas baetica strain a390 A390-Carocin-D 191 -349

Pseudomonas sp. I1 Piocina S14 165 - 311

Pseudomonas sp. GM16 GM16-Carocin-D 202 -316

Pseudomonas sp. GM24 GM24-Carocin-D 202 -316

Tabla 4. Identificacion de Coiled coils presentes en las piocinas del subgrupo P. koreensis agrupadas

junto a la piocina S14. Las predicciones se registraron segun los datos entregados por la herramienta

Marcoil
Regién no
estructurada Region helicoidal
— A \
Coiled Coil 49,51%
‘ | Dominio de reconocimiento Dominio de translocacion _
44,72 % 52,96 % 62,99 % 60,69 %

Figura 5. Esquema de dominios y regiones con el porcentaje de identidad promedio de cada dominio.
En la figura se indica el porcentaje de variabilidad que presentan las piocinas del subgrupo P. koreensis en
cada uno de sus dominios. El esquema de loops sobre la figura indica la zona hipervariable donde se forman

las Coiled coils.

DISCUSION

Algunas de las bacteriocinas identificadas mediante BAGEL4 resultaron tener un menor
tamano de lo esperado, en el caso de la P. fluorescens 48D1, su porcion de piocina es
solo de 97 aminoacidos, correspondiente a un fragmento del dominio killer. Su identidad
con la secuencia correspondiente a la piocina S14 es del 99% y su similitud es del 100%.
Este tipo de resultados dificultdé el analisis de la informacién, ejemplo de esto es la
diferencia que se puede apreciar entre la filogenia de las especies para la cepa P.
fluorescens 48D1 vy la filogenia de las piocinas identificadas como carocina D, ortdlogas
de la piocina S14. Sin embargo, aquello habla de la dinamica adaptacién de las
bacteriocinas a su medio. Cabe la posibilidad que la cepa 48D1 se haya desarrollado en

un medio donde las especies competidoras no portaban receptores para la piocina S14

27



de esta cepa y por lo tanto se perdi6é esta bacteriocina completa o parcialmente con el
paso de las generaciones. Paralelamente se pudo haber logrado adaptar por presién
selectiva otra bacteriocina funcional en el genoma de la P. fluorescens 48D1, la cual
podria ser la bacteriocina identificada como 48D1-Colicin, que presenta una secuencia

completa en este genoma segun el analisis de BAGEL4.

De manera interesante, en el alineamiento realizado para identificar los dominios de los
ortélogos de la piocinas S14 se pueden identificar dos regiones de la piocina que estan
variando mas rapidamente que el resto de la secuencia. Esto ocurre con el segmento no
estructurado y con el dominio de reconocimiento. La disminucién de la conservacion en
el segmento no estructurado probablemente se puede explicar por la baja presidn
selectiva que existe sobre los aminoacidos en este segmento no estructurado. Los
segmentos que generan estructuras secundarias como laminas beta o hélices alfa
pueden perder su conformacion de cambiar un aminoacido y perder la actividad de la
proteina (32), por lo tanto la presion selectiva negativa sobre estos aminoacidos es
mayor. En cambio si el segmento es no estructurado puede incorporar mas faciimente
cambios en los aminoacidos sin que afecte la disposicion en el espacio y la funcionalidad
de la proteina, transmitiendo asi facilmente los diferentes cambios en estos aminoacidos
a la siguiente generacion. En el caso de la disminucién de la conservacion en el dominio
de reconocimiento, una hipétesis es que la competencia por hierro ejerce presion para la
modificacion de este dominio. Los principales receptores de las piocinas de tipo S son las
proteinas receptoras de ferropioverdinas, las cuales también estan siendo modificadas
constantemente para adaptarse a la competencia por el hierro en el ambiente (30, 31,
32). Por lo tanto, los dominios de reconocimiento de receptores experimentan
mutaciones reciprocas para reconocerlos. Otra explicacion es que la especificidad de las
piocinas que radica en su dominio de reconocimiento sea definida por el tipo de bacterias
competidoras presentes en los nichos especificos de cada especie portadora de la

piocina. Esta presién selectiva aumentaria la variabilidad del dominio de reconocimiento
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entre cepas de diferentes ambientes, concordando con lo observado por Gorter (22) y

Mojesky (23).

En los BLAST realizados en la identificacién filogenética por similitud de alineamientos
para los diferentes dominios funcionales, las piocinas de las cepas del subgrupo P.
koreensis mantienen en todos sus dominios una mayor identidad y similitud con las
piocinas ortélogas de S14 dentro del subgrupo y no asi con bacteriocinas fuera de este
grupo. Lo anterior es indicativo de que no hay una modularidad en mosaico en los
dominios de estas piocinas. De presentar modularidad en mosaico se esperaria observar
para los resultados de los BLAST niveles de identidad variados entre los mismos
dominios de diferentes piocinas, unos altamente compartidos y otros divergentes con
mejores hits con piocinas diferentes a los ortélogos de S14, pero aquello no ocurre. Con
base en esto se puede descartar para estas piocinas el modelo de evolucién por
recombinacion modular reportado para las colicinas formadoras de poros. Similar a lo
descrito para las colicinas con actividad DNAsa (20), estas piocinas presentan
porcentajes de identidades similares entre sus dominios, oscilando alrededor del 40% y
60%, segun lo observado en los BLAST y en la matriz de identidad. Ademas
filogenéticamente se organizan de manera similar a como se organizan las cepas desde
donde fueron identificadas. Esto sugiere que las piocinas ortélogas de S14 poseen un
ancestro comun el cual evoluciona variando paulatinamente sus dominios, en particular,
el dominio de reconocimiento segun lo observado en el analisis de conservacion y en la
matriz de identidad. La prediccion de estructuras de tipo Coiled coil, situadas dentro del
segmento denominado como zona hipervariable, el cual estd dentro del dominio de
reconocimiento de las piocinas, sugiere que la especificidad de las piocinas ortélogas de
S14 es dependiente de la variabilidad de esta zona, pues, en colicinas las estructuras de
tipo Coiled coil se relacionan con la interaccién entre proteinas (13, 34). Esto podria ser

estudiado posteriormente de forma experimental purificando las piocinas ortélogas de
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S14 producidas por diferentes cepas y realizando ensayos de inhibicion contra diferentes

cepas para obtener evidencia mas contundente de esta relacion.

CONCLUSION

La comparaciéon de la identidad en los dominios funcionales de las piocinas presentes en
los genomas de las cepas del subgrupo P. koreensis, apunta a que los dominios de las
diferentes piocinas ortélogas de S14 no recombinan moddulos, sino que evolucionan de
forma similar a como lo hacen las colicinas con actividad DNAsa. Los ortdlogos de la
piocina S14 mantienen altos porcentajes de identidad en dominios mas conservados
como el dominio killer y varian mas rapidamente en su dominio de reconocimiento,
mediante sustitucion de aminoacidos, deleciones o inserciones en la secuencia de este
dominio. Estos cambios probablemente se relacionan con la afinidad de las piocinas por
sus diferentes receptores al ser cambios que probablemente afectan la conformacién
espacial del dominio de unién a receptor. Ademas, la organizacion similar que se puede
observar en la reconstruccion filogenética de las cepas del subgrupo P. koreensis
comparada a la reconstruccion filogenética de las piocinas ortélogas de S14 del
subgrupo P. koreensis entrega evidencia que apoya la hipétesis de un proceso evolutivo
ligado a la existencia de un ancestro comun para las piocinas ortélogas de S14.
Finalizando, esta investigacion entrega informacion importante sobre la dinamica
macromolecular resultante de la evolucion de este tipo de piocina, evidenciando también
las zonas de mayor y menor conservacion en los dominios de las diferentes piocinas
ortélogas de S14. Esto puede ayudar a comprender dénde y cémo enfocar posteriores
investigaciones en pro de obtener nuevos recursos para el control de enfermedades

causadas por patdgenos basados en el uso de piocinas.
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